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論 文 内 容 の 要 旨
背 景
恒 温脊 椎 動 物 の色 素 細 胞 に は脳 胞 由 来 の 網 膜 色 素 上 皮(RetinalPigmentEpithelium:
RPE)と 神 経 冠 細 胞 由 来 の メ ラ ノ サイ トが 存 在 す る。 二 つ の色 素 細 胞 は メ ラ ニ ン とい
う黒 色 の 色 素 を 合 成 す るた め 、 色 素 細 胞 と呼 ば れ て い る が 、 発 生 系譜 や 細 胞 の 特 徴 、
機 能 等 は 大 き く異 な る。本 研 究 の 対 象 で あ るRPEは 神 経 網 膜 の 外 側 を取 り巻 く よ うに
存 在 す る1層 の シー ト状 の 組 織 で あ る。 発 生 過 程 にお い てRPEは 、正 常神 経 網 膜 へ の
分 化 や 成 熟 に深 く 関 わ り、 成 体 にお い て も神 経 網 膜 へ の 栄 養 供 給 や 、視 細 胞 の 貪 食 に
よ る視 細 胞 の リニ ュー アル 、視 物 質 の 代 謝 等 、視 覚 に 重 要 な 働 き を 担 っ て い る。ま た 、
網膜 再 生 の 際 は 、RPE細 胞 が増 殖 、 分 化 転 換 す る こ とに よ り新 た な神 経 網 膜 を作 り出
す 。我 々 ヒ トに お い て は 、視 覚 は外 部環 境 の 情 報 を得 る た め の 特 に 重 要 な感 覚 で あ り、
網 膜 色 素 上 皮 の機 能 欠 損 は 網 膜 変性 症 な ど重 大 な 疾 患 に つ な が る。 しか しな が ら、 網
膜 色 素 上 皮 を対 象 に した研 究 とい うの は 成 体 で の も の が ほ とん ど で 、発 生 過 程 に お け
るRPEの 研 究 は 少 な い 。
Mitf(Microphthalmia-associatedtranscriρtiontactor:小眼球 症 関 連 転 写 因子)は 色
素 細 胞 の マ ス タ ー遺 伝 子 と呼 ば れ て い て 、RPEと メ ラ ノサ イ ト両 方 の 色 素 細 胞 の 発 生
に 必須 な 遺 伝 子 で あ る。 そ の た め 、Mitf変異 体 マ ウス はRPEの 発 生 異 常 に よる 小 眼 球
症 と メ ラ ノ サ イ トの欠 損 に よ る 白斑 を 呈す る。M'げ は 色 素 細 胞 の 発 生 に と って 必 須 な
遺 伝 子 で あ るが 、 色 素 細 胞 の 発 生初 期 か ら影 響 を 及 ぼ して しま うた め 、 そ の 詳 細 な機
能 や 発 生 後 期 にお け る機 能 を解 析 す る こ とが難 し く、 実 際 に報 告 も少 な い 。
目的
本 研 究 で は 、 重 要 で あ る に も か か わ らず これ ま で ほ とん ど解 析 が 行 われ て こ な か っ
たRPEの 発 生機 構 の解 明 を 目的 と して 、そ の 発 生 に とっ て な くて は な らな い 遺 伝 子
Mitfの機 能解 析 を行 っ た。RPE発 生 にお け るM'tfの機 能 解 析 を行 うに あ た って 、変 異
体 マ ウス か らは 得 られ な い 知 見 を得 るた め 、 ニ ワ トリ胚 を用 い た 強 制 発 現 系 に注 目 し
た 。 正 常 タイ プ のMitf(wtMitDやドミナ ン トネ ガ テ ィブ タ イ プ のMitf(dnMitf)をエ レク
トロポ レー シ ョン法 に て 眼胞(眼 の原 基)に 強 制 発 現 させ 、 遺 伝 子 発 現 や 細 胞 増 殖 な
どに対 す る影 響 を解 析 した 。
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結 果 と考 察
・RPE、神 経 網 膜 分 化 に お け るMitfの機 能
眼胞 背 側 は 将 来RPEに 、 腹 側 は神 経 網 膜 に 分化 す る こ とが 知 られ て い る。Mitfは眼
の発 生 初 期(眼 胞 の時 期)か ら眼胞 背 側 に発 現 が 見 られ 、Dctなどメ ラニ ン産 生 に 関 わ
る遺 伝 子 群 の 転 写 を誘 導 し、RPE細 胞 に 分 化 させ る。wtMitfを眼 胞 腹 側 に 導 入 した と
ころ 、神 経 網 膜 で 異 所 的 な色 素 沈着 とDctの 発 現 が観 察 され た。 さ ら に神 経 網 膜 特 異
的 に 発 現 す るChx70や 、 神 経 網 膜 で優 位 に発 現す るPax6の 発 現 低 下 が 観 察 され た 。
MitfはRPEへの分 化 を誘 導 す る だ けで な く、神 経 網 膜 へ の 分 化 を抑 制 して い る と考 え
られ る。逆 にChx10にはMitfの発 現 を抑 制 す る機 能 が報 告 され てお り、眼 の領 域 を明
確 に す るの に も機 能 して い るの か も しれ な い。
・RPEの 細 胞 増 殖 にお け るMitfの機 能
RPEは1層 で 、 しか も成 体 にお い て ほ と ん ど細 胞 分 裂 を起 こ さな い組 織 で あ る。 し
か し、M'tf変異 体 マ ウス のRPEは 肥 厚 し、部 分 的 に神 経 網 膜 様 の 多 細 胞 層 にな る。 さ
らに 、RPEはFGF(繊 維 芽細 胞 増殖 因 子)処 理 に よ って 神 経 網 膜 様 に分 化 転 換 す るが
そ の 際Mitfの発 現 が 低 下 す る。MitfがRPEの発 生 過程 にお い て 細 胞 増 殖 を 調 節 して い
る可 能 性 を検 証 す る た め に 、 ま ず 正 常発 生 中 のRPEに お け る細 胞 増 殖 活 性 をbrdUの
取 り込 み に よっ て 解 析 し、Mitfの発 現 時期 と比 較 した。そ の結 果 、Mitfがま だ 発 現 して
い な いstage12、発 現 して 間 もな いstage14では 高 いBrdU陽 性 率(お よそ50%)を 示
し、 同 じ発 生 系譜 で 多 細 胞 層 を形 成 す る神 経 網 膜 と優 位 な 差 は な か っ た 。 しか し、Mitf
が 発 現 して か らお よ そ8時 間 後 のstageからRPEで の みBrdU陽性 率 が減 少 し始 め る。
今 回 解 析 した 最 も後 期 の 段 階 に あ た るstage22では 、i4%に ま で低 下す る こ とが わ か
った 。しか し、神 経 網 膜 のBrdU陽 性 率 はstage12からstage22まで 大 き な 変 化 は示 さ
なか っ た。Mitf発現 開 始 お よそ8時 間 後 か ら細胞 増 殖 活 性 の低 下 が 見 られ た こ とか ら、
MitfがRPEの細 胞 増 殖 に影 響 を 与 えて い る可 能性 が 考 え られ る。wtMitfを神 経 網 膜 に
強 制 発 現 させ た と こ ろ、BrdU陽 性 率 の 著 しい 低 下 が観 察 され た。 さ らに 、dnMitfを
RPEに 強 制 発 現 させ た と こ ろBrdU陽性 率 の 上昇 が 観 察 され た 。
・RPEの 細 胞 増 殖 を調 節 す る 因子 とMitfの関 連
これ ま で の 報 告 で 、p27klP1とい う細 胞 周 期 停 止 に 関 わ る タ ンパ ク質 が ラ ッ トのRPE、
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神 経 網 膜 両 方 で 発 現 して い る こ とが知 られ て い るがMitfとの 関 連 につ い て は 不 明 で あ
った 。 正 常 発 生 中 のp27kiP1タンパ ク質 の発 現 解 析 を行 った と ころ 、stage16からRPE
発 現 が始 ま る こ とが わ か っ た 。P27kipiタンパ ク質 の 発 現 パ タ ー ン とBrdUの 染 色 パ タ
ー ンが 排 他 的 で あ っ た こ とか らp27kipiがRPEの細 胞 増 殖 を止 め る因 子 の 実 体 で あ る
と考 え られ る。 さ らにwtMitfの強 制 発 現 がp27klP1タンパ ク質 の発 現 を誘 導 し、dnMitf
の 強 制 発 現 に よ ってRPEに お け るp27kiP1タンパ ク質 の発 現 が 消 失 した こ とか ら、Mitf
に よ る細 胞 増 殖 活 性 低 下 はp27kipiを介 して い る こ とが示 唆 され る。
しか し、Mitfタンパ ク質 、p27kiP1タンパ ク質 と も に発 生 中 のRPEで 発 現 す るが そ の
発 現 パ ター ン は 異 な る。Mitfが発 生 初 期 か らず っ とRPE全 体 で発 現 が 見 られ るの に対
し、p27kip1タンパ ク質 はstage16で近 位(脳 側)RPEで 見 られ 、 そ の 後stage22ま
で に遠 位(レ ン ズ側)RPEに 広 が っ て い くの で あ る。Mitfによ っ て どの よ うにp27kiP1
タ ンパ ク 質 の発 現 が調 節 され て い るの か 明 らか にす るた め に 、まずp27k'ρ1のmRNAを
検 出 した。 そ の 結 果 、 タ ンパ ク質 とmRNAの 発 現 パ タ ー ン は よ く似 て い る こ とが わ か
っ た。 さ らに 、抗Mitf抗体 を用 い た ク ロマ チ ン免 疫 沈 降 の 結 果 、p27kip7遺伝 子 の 上 流
に結 合 す る こ とが わ か った 。 しか し、Mitfタンパ ク質 とp27klpiタンパ ク質 の発 現 パ タ
ー ン の違 い は い ま だ不 明 で あ る。 そ こで 注 目 した の はPax6と 呼 ばれ る遺 伝 子 で あ る。
な ぜ な ら、Pax6は発 生 初 期 のRPE、 神 経 網 膜 両 方 で 発 現 が 見 られ る が 、発 生 が 進 む と
RPEで の発 現 は弱 ま り、背 側 に限 局 され る よ うに な るか らで あ る。実 際 にRPEで の 発
現 パ ター ン と比 較 す る とPax6タ ンパ ク質 とp27klP1タンパ ク質 との発 現 パ ター ン は排
他 的 で あ っ た。Mitfタンパ ク質 とPax6タ ンパ ク 質 は結 合 す る こ とに よっ て 互 い の標 的
遺 伝 子 の発 現 を抑 制 す る とい う。 これ ま で の結 果 か ら、発 生 中 のRPEで はMitfによっ
てPax6の 発 現 が 低 下 し、Pax6によ る ρ27kiPiの発 現 抑 制 が解 除 され 、Mitfによ っ て転
写 が 始 ま る とい うメ カ ニ ズ ム が 考 え られ る。
これ までRPEの 発 生 に お い てMitfは必 須 とい われ て き た が 、なぜ 必 須 な の か 、つ ま
りMitfの機 能 に つ い て は ほ とん ど不 明 で あ っ た。 本 研 究 に よっ て 変 異 体 マ ウス の 解 析
で は 難 しか った 機 能 解 析 を 、 ニ ワ トリ胚 の 強 制 発 現 系 を用 い て行 い 、Mitfの機 能 の い
くつ か を明 らか に した 。MitfはRPEの分 化 を誘 導 す るの に加 え 、 神 経 網 膜 分化 を抑 制
した り、p27k'ρ1の発 現 を介 して 細 胞 増 殖 を抑 制 す る機 能 を持 っ て い る。MitfはRPEの
分 化 、 細 胞 増 殖 両 方 に 関 わ る こ とに よ っ て 、 眼 の 正 常 な発 生 に 寄 与 し、 正 常 な視 覚 の
獲 得 を 可 能 に して い る と考 え られ る。
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論文審査結果の要旨
恒温動物 の皮 膚色や毛(羽毛)色また眼色 の発現 には、メラニンを産生す る色素 細胞 が大きな
役割 を担 っている。この細胞 の発 生系譜 には2系 譜 あり、一方 は脊椎 動物 特異的な胚組 織であ
る神 経冠(堤)から発 生 し、高 い移 動能 で全 身 に分布 するメラノサイト、他方 は前脳 に由来 し、眼
の原 基となる眼胞 の一部 から発 生する網 膜色 素上皮(RetinalPigmentEpithelium=RPE)細
胞である。メラノサイトの発 生過 程 については解 析が進 みっつあるが、眼の神経 網膜 の発生や機
能維持 、また 自身も視 覚に必須 の機 能をもつRPEの 発生機 構 についてはその報告 が驚くほど
少ない。本研 究はRPE細 胞 発 生機 構 の解 明が 目的である。マウス突然変 異体 の表現型 解析
からMitf(M'croρhtha'mia-associatedtranscriptioniactor:小眼 球症 関連 転写 因子)遺 伝
子の機 能が 当該過程 に必須 で ある こ とが推 測 され ていた が、そ の作 用機序 は不 明で あっ
た。 当該転 写 因子 のマ ウス変 異体 を用 い る と、変 異Mitfの発 現 が開始 され て後 は、 引
き続 きその影響 が以 降のRPE発 生 に影 響 を与 えるた め、 この解析 系 か ら、時系列 を追
った 当該 細胞 の正常発 生機構 を解 明す るのは困難 を伴 う。そ こで、 野生型 また機能 阻害
型Mitfを発 生時期 と胚 領域 を コン トロール しなが ら発現 させ るべ く、胚 操 作が比 較 的
容 易 な鶏胚 を用 い、 当該Mitfコンス トラ ク トをエ レク トロポ レー シ ョン法 に よって眼
胞 に導 入 し(強 制発 現 させ)、 関 連 の遺 伝 子発 現 や 細 胞 増殖 等 に対 す る影 響 を解 析 し
た。 最 初 に、眼 の発 生初 期(眼 胞期)か ら、RPEや 神 経網 膜 のマー カー 遺伝 子 の発 現
消長 を解析 した。 次 に上記 の コンス トラク トを当該 の発 生段階 で導入 した。 これ らの結
果 か ら、MitfはRPEへの分化 を誘 導す るだ けで な く、神経網 膜へ の分化 を抑制 してい
る ことを明 らかに した。 またMitfはRPEにお け る細胞 増殖 活性 に深 く関わ るこ と、 ま
た これ はp27kipfの発 現 を誘 導 す る こ とに よる細胞 増 殖 抑 制 で あ る こ とを明 らか に し
た。 これ らはそれ ぞれ初 めて の知見 であ り、Mitfの新 たな機能 の発 見 と解 明を行 った も
の として 国際誌 に報告 され た。
これ ら成果 は 、 申請者 が 自立 して研 究活動 を行 うに必要 な高度 の研 究能力 と学識 を有
す る ことを示 して い る。 よって、築地長 治提 出の論 文 は博 士(生 命 科 学)の 博 士論文 と
して合 格 と認 める。
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